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肝臓は、医薬品などの化学物質曝露により障害を受けやすい臓器の 1 つであり、高い再生能力を有するこ
とが知られている。例えば、部分肝切除や薬剤性肝障害などにより肝細胞を喪失した肝臓や、生体肝移植後
の肝臓は、肝細胞の増殖や肥大を介して喪失した細胞を補うことで再生する。この時肝臓は、厳密なサイズ制
御を受けており、本来の臓器サイズを超えて大きくなることはない。これに対して、異物に曝露された肝臓はし
ばしば肥大する。異物曝露誘発性の肝肥大は、肝再生と同様に肝細胞増殖や肝細胞肥大またはその両者に
よって引き起こされ、肝がんとの関連性も指摘されている。そのため、肝肥大は肝毒性所見の１つとされることも
あるが、その詳細な発症機序や生理学的な意義は不明である。したがって、肝肥大の科学的理解は化学物質
の安全性評価、肝化学発がんリスクの評価および予測、ならびに低分子化合物を用いた新規肝再生促進療
法の確立など、レギュラトリーサイエンスや医療薬学の観点から重要である。 
本研究では、肝肥大の機序解明の重要因子として、核内受容体 PXR および CAR に着目した。両受容体
は薬物代謝酵素や薬物トランスポーターの発現制御を司る、異物除去において中心的な役割を担う転写因子
であり、主に薬物動態学的観点から研究が進められてきた。近年、両受容体の活性化は、異物除去に加えて、
炎症抑制作用、糖新生抑制作用、肝細胞増殖作用など種々の生体内反応に関与することが報告されており、
異物曝露誘発性肝肥大や肝発がんとの関連も指摘されている。例えば、異物曝露による両受容体の活性化
は酵素誘導を伴う小葉中心性の肝細胞肥大を引き起こすこと、また CAR の活性化は肝細胞増殖や肝がんを
誘発することなどが知られている。さらに当研究室では、PXR の活性化は単独では肝細胞増殖を引き起こさず、
CAR 活性化薬や増殖因子をはじめとする種々の増殖刺激に対して細胞増殖増強作用を示すことを明らかに
している。しかし、両受容体の活性化による肝肥大発症の詳細な分子機序は依然不明である。以上のことから
本研究では、PXRおよび CARの活性化による肝肥大および肝細胞増殖の発現機序解明を試みた。 
第１章では、環境汚染物質 perfluorocarboxylic acids（PFCAs）の曝露による肝肥大と CAR 活性化機
構について解析した。PFCAs は完全フッ素化されたアルキル基を有するカルボン酸群であり、耐熱、耐薬性
に優れ、フッ素製剤の加工助剤として汎用されてきた。しかし、PFCAs は高蓄積性、難分解性を示し、近年齧
歯動物での肝肥大発現および肝発がん性も報告された。また、PFCAs 曝露によるシトクロム P450（CYP）分
子種の発現増加も報告され、PFCAs毒性発現への核内受容体の関与が指摘されている。野生型および Car
欠損型マウスに代表的な PFCAsである perfluorooctanoic acid（PFOA）を 3日間連続投与し、PFOAによ
る CAR活性化能の有無および PFOA依存的な肝肥大発現に対する CARの関与を検討した。その結果、野
生型マウスの肝において、PFOA は CAR の核内移行と CAR 標的遺伝子の発現増加を促したのに対して、
CAR欠損型マウスの肝では、PFOA依存的な CAR 標的遺伝子の発現増加は認められず、PFOA曝露によ
る肝重量の増加は野生型マウスに比べて減弱していた。続いて、PFCAsによるCAR活性化機構およびPXR
活性化作用の有無をレポーターアッセイにより解析し、PFCAsは非リガンド型の CAR活性化物質であること、
また PXR活性化作用を示さないことを明らかにした。興味深いことに、PFCAsによる CAR活性化は、既知の
非リガンド型活性化物質であるフェノバルビタールとは異なり、PP2A非依存的な経路を介している可能性も示
された。非リガンド型のCAR活性化物質はヒトとマウス間での種差がほとんど存在しないことから、PFCAsによ
るヒト CAR 活性化の有無をヒト肝細胞株 HepaRG 細胞にて解析したところ、PFCAs 処置はヒト CAR 標的遺
伝子 CYP2B6のmRNAレベルを有意に増加させることが明らかになった。以上より、マウスでの PFOA依存
的な肝肥大にCARが関与することが明らかとなり、さらにPFCAsはマウスのみならずヒトの肝においてもCAR
を介した作用を示すと考えられた。 
第 2章では、肝障害時におけるPXRによる細胞増殖制御について解析した。前述の通り、PXRの活性化
は増殖因子依存的な細胞増殖に対する増強作用を有している。この増殖因子依存的な肝細胞増殖は、肝障
害時の肝再生において中心的な役割を果たすことから、PXR 依存的な細胞増殖増強作用が肝再生時の肝細
胞増殖においても有効であるか否かを解析した。雄性C57BL/6Nマウスに四塩化炭素（0.5 mL/kg、CCl4）を単
回腹腔内投与し、24時間後にマウス PXR活性化物質である pregnenolone 16α-carbonitrile（PCN）を投
与した。PCN投与後の肝臓を経時的に解析した結果、CCl4の投与によって細胞増殖マーカーであるKi-67陽
性核数が有意に増加し、PCNの併用は、より早期の段階からKi-67陽性核数を有意に増加させることが明らか
となった。そこで、細胞周期の各周期特異的な増殖関連因子の発現パターンを定量的逆転写 PCR法により解
析した結果、PCNの併用投与は、細胞周期後期の進行に関与する Nek2などのmRNAレベルの増加をより早
期の段階にシフトすることが明らかとなった。これらの結果より、PXR 活性化は単に増殖細胞数を増やすので
はなく、細胞周期の回転速度を亢進させることで肝障害時の肝再生を促進すると考えられた。 
第3章では、PXRおよびCARとHippoシグナル経路関連転写共役因子YAP（yes-associated- protein）
とのクロストークについて解析した。近年、臓器サイズ制御に関与するシグナル伝達経路として Hippo シグ
ナル経路の存在が明らかとなった。Hippo シグナル経路は、キナーゼ群（MST1/2、LATS1/2）と転写共役因
子YAPから成り立つ。肝がんをはじめとする多くのがん組織において、Hippoシグナル経路によるYAP リン酸
化制御の破綻と YAP の異常活性化が報告されている。YAP は活性化すると核へと移行し、転写因子 TEA 
domain family members（TEADs）などによる遺伝子発現を制御して肝細胞増殖や肝細胞肥大を促すこと
で肝肥大を引き起こす。このことから、異物曝露による PXR や CAR の活性化に起因した肝肥大の発現には
YAPの活性化が関与するのではないかと考えた。 
初めに、両受容体の活性化が YAP の核移行（活性化）を促進するか否かを解析した。雄性 C57BL/6N マウ
ス に 溶 媒 （ コ ー ン 油 ） 、 PXR 活 性 化 薬 PCN ま た は CAR 活 性 化 薬 の
1,4-bis[2-(3,5-dichloropyridyloxy)]benzene（TCPOBOP）を３日間連続腹腔内投与し、最終投与 24
時間後に肝臓を採取した。その結果、両受容体活性化薬の投与により肝重量は有意に増加し、YAP 核
内タンパク質レベルも著しく上昇した。次に、同様の投与スケジュールで肝肥大を引き起こした後に
経時的な解析を行ったところ、いずれの受容体活性化薬の投与によっても YAP標的遺伝子の肝mRNA
レベルは有意に増加した。ただし、YAP標的遺伝子の発現や肝重量の増加は、PCN投与群では一過性
であったのに対して、TCPOBOP投与群ではより顕著かつ持続的であった。続いて、YAPは転写共役因
子であることに着目し、両核内受容体と YAP の遺伝子転写レベルでのクロストークについて解析した。初めに
PXR-YAP 間のクロストークについて、Hippo シグナル経路によってリン酸化制御を受ける YAP の 5 つのセリン
残基をアラニンに置換したヒトYAP-5SA変異体（恒常的活性化型YAP変異体）を用いて、YAP依存的な遺伝
子発現に対する PXR の影響を解析した。その結果、ヒト肝癌由来 HepG2 細胞におけるヒト YAP-5SA 発現依
存的な YAP 標的遺伝子 mRNA レベルの増加は、ヒト PXR の活性化によって増強されること、またマウスおよ
びヒトの実験系において、YAP-TEAD 依存的な転写活性は PXR の活性化によって増強されることが明らかと
なった。他方、マウスおよびヒト PXR依存的な Cyp3a11/CYP3A4の転写活性化は YAP-5SA過剰発現により
有意に抑制されること、ヒト PXRによる CYP3A4の発現誘導は YAPのノックダウンにより増強されることが明ら
かとなった。これらの結果より、PXR と YAPには転写レベルでのクロストークが存在し、PXR の活性化は YAP
の活性化を引き起こし、活性化した YAPは PXRの転写機能を抑制したことから、PXR-YAP間にはネガティブ
フィードバック機構が存在すると考えられた。 
続いて、CAR-YAP 間のクロストークについて解析した。PXR の場合と同様の手法により、CAR 依存的な遺
伝子発現に対する YAPの影響ならびに YAP依存的な遺伝子発現に対する CARの影響を解析した。その結
果、ヒト CARの活性化はYAP依存的な遺伝子の発現を増強し、YAPの活性化はヒト CAR依存的な遺伝子発
現を増強することが示された。したがって、PXR の場合とは異なり、CAR-YAP 間にはフィードフォワード機構が
存在すると考えられた。 
PXR および CAR は異物除去において協調的に作用し、その標的遺伝子も非常に類似しているにもかかわ
らず、両受容体の肝細胞増殖における機能は大きく異なる。YAPは細胞増殖制御に密接に関わることから、両
受容体の肝細胞増殖における違いは、YAP とのクロストークの差異に起因するのではないかと考えた。そこで
第４章では、PXRおよびCARによる肝細胞増殖制御とYAPの関連性を解析した。まず、マウス肝由来AML12
細胞を用いて、血清依存的な細胞増殖の PXR活性化による増強作用に対するYAPの寄与を解析した結果、
PXRの細胞増殖増強作用はYAP ノックダウンにより消失することが明らかとなった。さらに、マウス初代培養肝
細胞および AML12 細胞は、マウス CAR 発現アデノウイルスの感染によって CAR 活性化薬依存的に増殖可
能であることを見出したことから、この CAR 過剰発現系を用いて CAR 依存的な肝細胞増殖に対する YAP の
寄与を解析した。その結果、CAR 依存的なマウス肝細胞の増殖は YAP ノックダウンにより有意に減弱すること
を明らかにした。さらに、免疫沈降法による解析において、マウス PXR-YAP 間には物理的な相互作用が認め
られたが、マウス CAR-YAP 間には認められなかった。これらの結果より、PXR活性化による細胞増殖の増
強作用ならびにCAR活性化による肝細胞増殖作用にYAPが関与することが強く示唆された。ただし、
両受容体と YAPの相互作用様式には差異が存在したことから、両受容体間の細胞増殖制御における異
同に YAPが寄与すると考えられた。 
本研究において、第 1 章では、環境汚染物質 PFCAs による肝肥大発現への CAR 活性化の寄与を明らか
にし、PP2A非依存的な新規CAR活性化経路の存在を示した。これらの知見は、化学物質曝露によるCARを
介した肝発がんの機序解明およびリスク評価において非常に有益と思われる。第２章では、PXR の活性化は
マウスモデルにおいては肝障害時の肝細胞増殖を促進することを明らかにした。この成果は、PXR を標的とし
た低分子化合物による肝再生促進療法の可能性を示す有益な知見である。第 3章および第 4章では、PXRと
CARの活性化による肝肥大および肝細胞増殖に対するYAPの寄与を明らかにし、両受容体とYAPの間には
フィードバックまたはフィードフォワード機構が存在することを示すことができた。YAP は、肝肥大発現の重要な
因子であるだけでなく、肝発がんや肝再生に寄与することも知られており、肝障害時の肝再生と異物曝露誘発
性肝肥大には YAP の活性化が密接に関与すると推察される。そのため、PXR および CAR は、異なる作用機
序で YAP の機能を調節することで、肝障害時の肝再生および異物曝露誘発性の肝肥大や肝発がんに対して
も異なる作用を示している可能性がある。 
本研究成果は、PXRおよびCARによる肝肥大と肝発がんおよび肝細胞増殖制御に関する新たな知見を提
供するのみならず、両核内受容体とシグナル伝達経路のクロストークを明らかにした数少ない報告の 1 つでも
ある。本研究後半部分にて注目した YAP は JNK、ERK、AKT など様々なシグナル経路由来の情報を別の経
路に受け渡す役割も担っていることから、本研究成果は肝細胞増殖のみならずオートファジーや組織分化など
における核内受容体の機能解明への糸口となることが期待される。 
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 部分肝切除や薬剤性肝障害などにより肝細胞を喪失した肝臓や、生体肝移植後の肝臓は、肝細胞の
増殖や肥大を介して喪失した細胞を補うことで再生する。この時肝臓は、厳密なサイズ制御を受けており、
本来の臓器サイズを超えて大きくなることはない。これに対して、異物に曝露された肝臓はしばしば肥大す
る。本研究では、肝肥大の機序解明の重要因子として、核内受容体 PXRおよびCARに着目し、PXRおよ
び CARの活性化による肝肥大および肝細胞増殖の発現機序解明を試みた。 
第１章では、環境汚染物質 perfluorocarboxylic acids（PFCAs）の曝露による肝肥大と CAR活性化
機構について解析した。その結果、PFCAs はマウスおよびヒトの非リガンド型 CAR 活性化物質であり、既
知の非リガンド型活性化物質であるフェノバルビタールとは異なり、PP2A 非依存的な活性化経路も有して
いること、PFOA依存的な肝肥大に CARが関与することを明らかにした。 
第 2章では、肝障害時における PXRによる細胞増殖制御について解析した。PXRの活性化は増殖因
子依存的な細胞増殖に対する増強作用を有しており、この作用は肝再生時の肝細胞増殖においても有効
であるか否かを解析した。その結果、四塩化炭素(CCl4)誘発性肝障害モデルへの PCN の投与は、細胞周
期後期の進行に関与する Nek2などの mRNAレベルの増加や増殖マーカーである Ki-67陽性細胞数の増
加をより早期の段階にシフトさせた。これらの結果より、PXR 活性化は単に増殖細胞数を増やすのではなく、
細胞周期の回転速度を亢進させることで肝障害時の肝再生を促進することが明らかとなった。 
第 3 章では、PXR および CAR と、臓器サイズ制御に重要な Hippo シグナル経路の転写共役因子
YAP（yes-associated protein）とのクロストークについて解析した。その結果、マウスへの両受容体
活性化薬の投与は肝肥大を誘発し、YAP核内タンパク質レベル、YAP標的遺伝子の肝mRNAレベ
ルを有意に増加させることを見出した。また、両核内受容体と YAP の遺伝子転写レベルでのクロストー
ク解析により、両受容体活性化はYAP-TEAD依存的な転写活性を増強すること、YAP活性化は PXR依存
的な転写を抑制し、CAR依存的な転写を増強することを見出した。 
第４章では、PXR および CAR による肝細胞増殖制御と YAP の関連性を解析した。その結果、血清依存
的な細胞増殖の PXR活性化による増強作用にYAPが寄与すること、ならびにCAR依存的なマウス肝細胞
の増殖には YAP-TEAD活性化が関与することを見出した。 
本研究成果は、PXRおよびCARによる肝肥大と肝発がんおよび肝細胞増殖制御に関する新たな知見を
提供するのみならず、両核内受容体とシグナル伝達経路のクロストークを明らかにした数少ない報告の 1 つ
であり、本研究成果は肝再生への応用のみならず核内受容体の様々な生体機能解明への糸口となること
が期待される。よって、本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
